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【研究目的】転写因子 E2F は、細胞増殖とがん化抑制に中心的な役割を果たしている。E2Fの活性は、
休止期においてがん抑制因子 RBが結合することにより抑制されている。E2Fは、増殖刺激によって生
理的に活性化されると、Cdc6等の増殖関連遺伝子を活性化し、細胞増殖を促進する。一方、がん性変化
により RB の制御を外れて活性化されると、がん抑制遺伝子 ARF 等を活性化することでアポトーシス
を誘導し、がん化抑制に働く。E2Fファミリー分子（E2F1～E2F8）の中で、E2F1がアポトーシス誘
導能が最も高く、がん化抑制に最も重要である。先行研究において、E2F1の N末端領域を欠失すると、
DNA 結合領域および転写活性化領域は保持しているにもかかわらず、がん抑制遺伝子に対する活性化
能が著しく低下した。このことから、E2F1のN末端領域と相互作用し、がん抑制遺伝子の活性化に関
わる因子の存在が示唆された。そこで、Yeast Two-Hybrid法を用いて E2F1のN末端領域と相互作用
する新規因子の探索が行われ、20個の候補因子が同定された。本研究では、基本転写因子 GTF2H2に
着目し、E2F1によるがん抑制遺伝子活性化における関与を明らかにすることを目的とする。 
【実験方法】相互作用因子候補が E2F1 の ARF プロモーター活性化能に及ぼす影響は、レポーターア
ッセイを用いて解析した。細胞はヒト正常線維芽細胞 HFF、エフェクターは CMV プロモーターで発現
制御されている E2F1および GTF2H2の発現ベクター、インターナルコントロールは pCMV--gal、遺
伝子導入は PEI Maxによるリポフェクション法を用いた。GTF2H2が E2F1による内在性遺伝子の発
現誘導に及ぼす影響は、qRT-PCR で解析した。インターナルコントロールは GAPDH を用いた。同じ
くタンパク質レベルでの発現誘導に及ぼす影響は、ウエスタンブロットで解析した。インターナルコン
トロールは-actinを用いた。アポトーシス誘導に及ぼす影響は、FACS で subG1 期の細胞の割合を指
標に検討した。いずれも細胞はヒト正常線維芽細胞HFF、エフェクターは E2F1および GTF2H2を発
現する組換えアデノウィルスを用いた。 
【実験結果と考察】GTF2H2は基本転写因子の１つであり、E2F1が転写を活性化する際に相互作用す
る可能性が高いと考え、解析対象に選んだ。GTF2H2が E2F1による ARFプロモーターの活性化に与
える影響を、レポーターアッセイにより調べた。E2F1と GTF2H2を共発現させると、E2F1を単独で
発現させた時の ARF プロモーターの活性化に比べ、有意な増強が見られた。GTF2H2 による増強が
E2F1のN末端領域に依存しているかを、N末端領域を欠失させた ΔN-E2F1を用いて同様に調べたと
ころ、E2F1のN末端領域を欠失すると GTF2H2による増強が認められなくなった。GTF2H2が内在
性遺伝子発現に及ぼす影響を qRT-PCRで検討したところ、GTF2H2の過剰発現は E2F1による内在性
ARF 遺伝子発現を増強した。この発現増強がタンパク質レベルに反映されているかどうかをウエスタ
ンブロットで検討したところ、ARFタンパク質の発現の増強が確認された。E2F1によるアポトーシス
誘導に及ぼす影響を FACSによる subG1期の細胞の割合を指標に調べたところ、GTF2H2を共発現さ
せると E2F1 によるアポトーシスの誘導が増強された。過剰発現系ではなく内在性の GTF2H2 による
影響を解析するために、shRNA を用いて GTF2H2 をノックダウンし、qRT-PCR で内在性遺伝子発現
に及ぼす影響を検討したところ、E2F1の過剰発現による内在性 ARF遺伝子発現が抑制された。また、
E2F1によるアポトーシス誘導に及ぼす影響を FACSで同様に調べたところ、GTF2H2をノックダウン
すると E2F1によるアポトーシスの誘導が減弱した。以上の結果から、GTF2H2は E2F1と協調して働
き、E2F1によるがん抑制遺伝子の発現誘導に貢献している可能性が示唆された。 
